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(54) Bezeichnung: SOLID-STATE-FER MENTER UND VERFAHREN ZUR SOLID-STATE-FER MENTATION 

(57) Abstract 

The invention relates to a solid-state fermenter, especially 
for large volumes, and to a method for solid-state fermentation. 
The invention aims at developing a solid-state fermenter for large 
volumes and at providing a method for solid-state fermentation 
enabling economic application of solid-state fermentation of 
low-competing microorganisms in large fermenters. The inventive 
solid-sate fermenter is characterized in that it forms a tier 
fermenter, wherein at least two air and water permeable tier plates 
are arranged on top of each other and are attached to the walls 
of the vat in such a way that no air or water can flow laterally, a 
culture substrate for the microorganisms to be cultivated is located 
on the tier plates, a cooling device is mounted beneath each tier 
plate and the fermenter is closed with a lid. 



(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft einen Solid-State-Fermenter 
insbesondere fur grosse Volumina sowie ein Verfahren zur 
Solid-nState-Fcrmentation. Die Aufgabe der vorliegenden 
Erfindung bestand darin, einen Solid-State-Fermenter for 
grosse Volumina zu entwickeln und ein Verfahren zur 
Solid-State-Fermentation bereitzustellen, das eine wirtschaftliche 
Anwendung der Solid-State-Fermentation von konkurren- 
zschwachen Mikroorganismen in grossen Ferroentern gestattet. 
Der erfindungsgemasse Solid-State-Fermenter ist dadurch 
gekennzeichnei, dass er einen Etagenfermenter darsteltt, wobei 
mi rides tens zwei luft- und wasserdurchlassigc Etagenbdden 
Ubereinander angeordnet sind, die so mit der Wandung des 

Gefasses verbunden sind, dass weder Luft noch Wasser seitlich vorbeistrtimen kann, sich auf den Etagpnboden ein Kultursubstrat fur die 
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Solid-State-Fermenter und Verfahren zur Solid-State- 
Fermentation 

Die Erfindung betrifft einen Solid-State-Fermenter insbesondere 

far groBe Volumina sowie ein Verfahren zur Solid-state- 
Fermentation. 

Stand der Technik 

Die Submers- oder Solid-State-Fermentation dient zur 
Massenkultur von Mikroorganismen mit dem Ziel, entweder die 
Mikroorganismen selbst oder Stof fwechselprodukte oder ein 
mikrobiell umgewandeltes Substrat (z.B. in der 
Nahrungsmittelindustrie) zu gewinnen. Wahrend heute schon 
Submersfermenter (Fermenter mit einem flussigen Nahrsubstrat) 
mit einem Fassungsvermdgen bis zu 200.000 Liter gebaut werden, 
ist es noch nicht gelungen, Solid-State-Fermenter (Fermenter 
mit einem festen Nahrsubstrat) mit wirtschaftlich relevanten 
Volumina zu konstruieren, die tiber eine ISngere Zeit von 
Kontaminationen durch fremde Mikroorganismen frei gehalten 
werden k6nnen und gleichzeitig eine optimale Kulturffchrung der 
Mikroorganismen ermoglichen. Bestimmte filamentose Pilze 
benotigen jedoch Oberf lachenstrukturen, an denen sie sich 
entwickeln und sporulieren konnen. Der mit 50 Litem 
Fassungsvermogen groBte Fermenter zur Produktion filamentoser 
Pilze bei Verhinderung jeglicher Freradkontami nation steht im 
INRA in Frankreich (Durand 1997, mundl. Mitteilung) . Die 
Kapazitat dieses Ferraenters ist jedoch bei weitem nicht 
ausreichend, urn die Produktion von Pilzsporen, die z.B, als 
biologisches Pf lanzenschutzmittel eingesetzt werden kdnnen, 
wirtschaftlich zu gestalten. 

Die Solid-State-Fermentation (SSF) ist definiert als Wachstum 
von Mikroorganismen - gew6hnlich Pilze - auf festen Substraten 
in einer definierten Gas-Phase, jedoch ohne eine freie Wasser- 
Phase. Die SSF wurde in bestimmten Gebieten des Orients, Asiens 
und Afrikas bereits in der Antike zur Herstellung von 
fermentierter Nahrung, von Enzymprodukten (Koji) oder von 
Speisepilzen genutzt. In den westlichen Landern wurden die 
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Anstrengungen seit 1940 auf die Submersf ermentation 
konzentriert; die SSF dagegen wurde lediglich fur eine 
Aufarbeitung von organischen Abf alien verwendet. Aufgrund 
bestimroter Vorteile gegenuber der Submersfermentation zeigen 
jedoch neuerlich viele Institute und Unternehmen Interesse an 
der SSF. Solche Vorteile gegenuber der Submers fermentation 
sind: 

- Moglichkeit einer ef fektiven Produktion von 
Sekundarraetaboliten wie Enzyroen, Aromastof fen, Duft- und 
Farbstoffen sowie pharmazeutischen Wirkstoffen 

• MSglichkeit der Herstellung von Mikroorganisraen als 
biologische Agenzien in Pf lanzenschutzmitteln 

- Beseitigung von Toxinen oder anderen schadlichen Substanzen 
aus Nahrungs- und Futteraitteln bzw. Anreicherung von 
Proteinen oder Vitaminen in denselben. 

Man unterscheidet grundsatzlich 6 Typen von Solid-state- 
Fermentern: 

1. Tray Bioreactor 

2. Packed Bed Bioreactor 

3. Rotary Drum Bioreactor 

4. Swing-Solid-State Bioreaktor 

5. Stirred Vessel Bioreactor 

6. Air-Solid Fluidized-Bed Bioreactor 

Der erste Typ - der Tray Bioreactor -, bei dem das zu 
fermentierende Substrat in eigens dafur vorgesehene Behaiter 
flach ausgebreitet und in einem speziell dafur klimatisierten 
Rama (*Koji' -Raum, Raroana Murthy, M.V.; Karanth, N.G. ; Raghava 
Rao, K.S.M.S.: Advance in Applied Microbiology 2& (1993), 99- 
147) inkubiert wird, ist zwar fur die Herstellung groBer 
Produktmengen geeignet, bei diesem Verfahren muB aber eine 
geringe Kontaraination durch Fremdkeiine vernachiassigt werden 
konnen. Zudem sind Reaktor und Verfahren sehr platz- und 
arbeitsaufwendig. So muB das zu ferment ierende Substrat mittels 
Handarbeit in den BehSltern bewegt werden. Fur die Herstellung 
groBer Mengen von Pilzsporen konkurrenzschwacher Arten ist er 
nicht geeignet. 
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Bei dem 1 Packed Bed Bioreaktor' wird ein feuchtes granuloses 
Substrat, welches sich in einem geschlossenen Behalter 
befindet, roit einem Mikroorganismus beimpft, der sich/ ohne daB 
das Substrat bewegt wird, in demselben entwickelt. Da2U muB das 
Substrat standig von Luft durchstromt werden. Es treten 
folgende Probleme auf , die die Verwendung groBer Substratmengen 
von vornherein nicht zulassen. 

1. Der Mikroorganismus produziert warme (300 kJ pro kg 
Trockenmasse und Std., Saucedo-Castaneda , G.; Gutierrez-Rojas, 
M. ; Bacguet, G.; Raimbault, M. ; Viniegra-Gonzalez, G. : 
Biotechnologie and Bioengeniering 15 (1990), 802-808), die 
entweder durch die AuBenwand des Behalters oder durch einen 
erhShten Luftstrom (Verdunstungskalte) abgefuhrt werden kann. 
Dieses ist bei groBen Volumina der Behalter nicht moglich. Die 
Mikroorganismen verlangsamen bei zunehmender Warmeentwicklung 
ihr Wachstum und sterben letztlich ab. 

2. Durch eine standige Durchluftung trocknet das Substrat aus. 
Der dadurch bedingte A Schwund' verursacht Luftkanale, deren 
Vorhandensein eine gleichmaBige Durchluftung des Substrates 
nicht mehr gewShrleistet. Das allmahliche Austrocknen des 
Substrates fuhrt auBerdem zu einem verschlechterten Wachstum 
des Mikroorganismus, 

Der ^Rotary Drum Bioreactor' besteht aus einem zylindrischen 
Behalter, der horizontal angeordnet und drehbar gelagert ist. 
Der Behalter ist hochstens bis zu einem Drittel seines Volumens 
mit einem granuldsen Kultur substrat gefullt, auf dem der 
Mikroorganismus wachst. Die durch das Wachstum des 
Mikroorganismus entstehende Warme kann weitgehend uber den z. 
T« gekuhlten Mantel des Behalters abgefuhrt werden. Dieses 
geschieht bei der langsamen Drehung des Zylinders, die dazu 
fuhrt, daB das Substrat iramer wieder mit dem . Mantel in 
Beruhrung kommt und seine Warme an diesen abgeben kann. Das 
Verfahren hat aber den Nachteil, daB innerhalb des sich 
bewegenden Substrates Scherkrafte wirken, die insbesondere zur 
Zerstdrung sich entwickelnder pilzlicher Strukturen (Myzel, 
Sporentrager , Pruchtkorper ) fuhren. Damit ist das Ziel z. B. 
einer hohen Sporenausbeute bei vielen Pilzen von vornherein 
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nicht erreichbar. Das Problem der Austrocknung ist bei diesem 
Fermentertyp weitgehend dadurch geldst, daB, da die Verdunstung 
von Wasser aus dem Substrat nicht notig ist (Verdunstungskalte 
ist nicht erf order lich) , die BelOftung mit feuchter Luft 
erfolgen kann. AuBerdem wSre eine Befeuchtung des Substrates, 
in dem eine gute Verteilung von freiero Wasser durch die 
Bewegung gewahrleistet ist, auch uber Spruhdtisen realisierbar . 
Bei groBen Mengen an Kultur substrat kommt es bei diesem 
Fermentertyp allerdings zu weiteren Problemen: 

1. Die Konstruktion groBer Fermenter ist sehr kostenauf wendig . 

2. Durch die kontinuierliche Bewegung des Fermenters kann es zu 
einer Verklurapung des feuchten Substrates komraen. 

3. Es sind Schnittstellen nach auBen erforderlich (Luftzu- und 
Luftabfuhrung, Wasserzuf iihrung ) , die durch die Rotation des 
Fermenters leicht zu Quellen einer Fremdkontamination werden 
kdnnen. 

Ein ahnlicher Fermenter wie der ^Rotary Drum Bioreactor / ist 
der % Swing-Solid-State Bioreactor' , nur dafl hier dieMischung 
des Substrates nicht durch eine rotierende Bewegung sondern 
durch eine schttttelnde Bewegung verursacht wird. Ansonsten 
gel ten die gleichen, bereits genannten Vor- und Nachteile. Eine 
Volumenbegrenzung dieses Fermentertyps ist jedoch zusatzlich 
noch dadurch gegeben, daB die Konstruktion des komplizierten 
Schattelmechanismus eine Masse des gefullten Behalters tiber 100 
kg kaum zulassen diirfte. 

Den % Stirred Vessel Bioreaktor' kann man sich als einen 
geschlossenen Kessel vorstellen, in dem ein Rtthrwerk lauft. Bei 
diesem Reaktortyp sind die Probleme bei Verwendung groBer 
substratmengen vorgezeichnet , da diese nicht mehr gleichmeiBig 
bewegt werden kdnnen, ohne daB es zu Zerstorungen in der 
Substratstruktur kommen wurde. 

Im * Air-Solid Fluidized-Bed Bioreactor' wird das Kultursubstrat 
far die Mikroorganismen standig in einem Wirbelbett gehalten, 
wozu ein verhaltnism&flig groBes Volumen des Reaktorraumes 
erforderlich ist. Die zur Aufrechterhaltung des Wirbelbettes 
erforderliche Luft wird im Kreislauf gefiihrt. In der Luft muB 
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ein genau bestimrater Feuchtegehalt auf rechterhalten werden. Das 
Verfahren erfordert sehr viel Energie zur Aufrechterhaltung des 
Wirbelbettes. In einem bereits gelaufenen AiF-Projekt (Bahr, 
d.; Menner, M.: BlOforum 18 (1995), 16 - 21) konnte zwar 
gezeigt werden, dafl die Kultur von Hefezellen in der 
Wirbelschicht mdglich ist. 

Dieses wurde jedoch nur in einem relativ kleinen MaBstab und 
bei im Vergleich zur Submers fermentation relativ kleinen 
Ausbeuten erreicht. Eine mehrwdchige Kultur filamentdser Pil2e 
an groBen Mengen granuldsem Kultursubstrat (Ober 100 kg pro 
Batch) ist mit dieser Technologie nur mit indiskutabel hohen 
Kosten mdglich. 

Weitere Fermenter des Standes der Technik sind zu klein, urn mit 
Ihnen eine wirtschaftlich rentable Menge an Pilzsporen zu 
gewinnen (EP-A1-0 683 815 und FR 85.08555) Oder es ist bei 
ausreichender Fermenterkapazitat nicht mdglich, eine 
Kontamination des Kultursubstrates mit Fremdkeimen uber einen 
langeren Zeitraum auszuschlieBen (DE 4406632 CI). 

Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung bestand deshalb darin, 
einen SSF-Fermenter far groBe Volumina zu entwickeln und ein 
Verfahren zur Solid-State-Fermentation bereitzustellen, das 
eine wirtschaftliche Anwendung der SSF von konkurrenzschwachen 
Mikroorganismen in groBen Fermentern gestattet. 

Dabei soli 

1. eine Fremdkontamination des Fermenters verhindert werden 
(Aufrechterhaltung steriler Bedingungen wahrend des gesamten 
Fermentationsproz esses) , 

2. die durch den pilzlichen Stoffwechsel entstehende Warme 
abgeftthrt werden, ohne daB es zu einer Austrocknung des 
Substrates (durch erhdhten Luftdurchsatz und Nutzung der 
Verdunstungsk&lte) kommt, 

3. das Auftreten von ScherkrSften im Fermenter verhindert 
werden (keine Bewegung des Kultursubstrates) und 

4. eine gleichm&Bige Beluftung (bei Verhinderung der 
Austrocknung) und Temperaturfuhrung des Substrates gegeben 
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Die Erfindung wird gemaB den Anspruchen realisiert. Die Aufgabe 
wurde erf indungsgemaB durch einen Etagenf ermenter gelost, der 
ein Fassungsvermogen von mindestens 50 Litem, vorzugsweise 500 
Litem bis 1000 Litem aufweist, aber auch groBere 
Fassungsvermogen ermoglicht. Die Gesaratkonstruktion besteht aus 
einem zylindrischen Oder ovalen GefaB (Abbildung 1), das oben 
durch einen Deckel 1, der gegebenenfalls mit einer 
Luftableitung 2 sowie einer Offnung 3 zur Beimpfung des 
Fermenters versehen ist, verschlossert werden kann. 

In dem GefaB, das als luft- und wasserundurchlassige Htille 
konstruiert ist, befinden sich Qbereinander angeordnete luft- 
und wasserdurchlassige Etagenbdden 4, die zur Aufnahme eines 
Kultursubstrates 5 fur die zu kultivierenden Mikroorganismen 
dienen. 



Das Kultursubstrat besteht entsprechend dem jeweiligen 
Nahrstoffanspruch des zu kultivierenden Mikroorganismus aus 
unterschiedlichen Materialien. Urn eine ausreichende 
Luftdurchlassigkeit zu gewahrleisten , weist dieses Material 
bevorzugt eine granulose Struktur auf. Es kann z. B. aus 
Getreide, Pellets aus Kleie oder sonstigen organischen 
Abfallprodukten, Abf alien aus der Zuckerproduktion oder mit 
Nahrlosung getrankten Granulaten bestehen. 

Die Anzahl der Etagen ist von den Kulturanspruchen des zu 
kultivierenden Mikroorganismus sowie von der Handhabbarkeit des 
gesamten Fermenters abhangig. Bei zu vielen Etagen konnte die 
fur das Wachstum der Mikroorganismen er f order liche 
Sauerstoffversorgung (s.u.) in den oberen 

Kultursubstratschichten gestdrt sein. Auch verschlechtern sehr 
viele Etagen die Handhabbarkeit des Fermenters. Erf indungsgemaB 
konnen jedoch 20 oder mehr Etagen im Fermenter untergebracht 
werden . 



Die Etagenboden sind derart mit der Wandung des GefaBes 
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verbunden, daB weder Luft noch Wasser seitlich an ihnen 
vorbeistr6men kann. Der Abstand der Etagenboden voneinander ist 
abhangig von der optimalen Schichtdicke des Kultur substrates , 
die wiederum von den Anspriichen des zu kultivierenden 
Mikroorganismus bestimmt wird. 

Unter den Etagenboden befinden sich Ktthleinrichtungen 6, die 
als Kuhlschlangen Oder Kuhlplatten konstruiert sein k6nnen. Mit 
ihrer Hilfe wird die Reaktionswarme aus dem Kultursubstrat 
abgefuhrt. In einer bevor2ugten Variante konnen von jeder 
Kuhleinrichtung ausgehend, Bleche aus Metall mit einer hohen 
WirmeleitfShigkeit durch den jeweiligen Etagenboden hindurch in 
das Kultursubstrat hineinragen (Abbildung 2) . Darait wird die 
Abfuhrung der Reaktionswarme erleichtert. Zur Entnahme des 
Kultursubstrates nach Beendigung des Penaentationsprozesses vom 
Etagenboden wird die Kuhleinrichtung mit saint den Kuhlblechen 
vom Etagenboden nach unten abgezogen. Danach kann das mit den 
Mikroorganismen bewachsene Kultursubstrat entnommen werden, 
ohne das die Kuhlbleche dabei storen. 

Die Kuhleinrichtungen konnen auch in einem bestimmten Abstand 
tiber den Etagenboden angebracht werden. In diesem Falle sollten 
sie so installiert werden , daB sie in der Mitte der 
Kultursubstratschicht verlaufen. Die Anlage der Kuhl- 
einrichtungen in den substratschichten (parallel zu den 
Etagenboden) ist insbesondere fur den Fall vorzusehen, daB im 
Prozefi der Fermentation sehr viel Reaktionswarme gebildet wird. 

Im Boden des Fermenters befindet sich eine Luft2Ufuhr 7, durch 
die sterile, angefeuchtete Luft in den Fermenter eingeblasen 
wird. Die Luft durchstr6mt alle Substratschichten und verl&Bt 
den Fermenter durch den am Deckel angebrachten LuftabfluB 2. 

Die sich zwischen den Etagen befindlichen Zwischenraume, in 
denen auch die Kuhleinrichtungen untergebracht sind, 
gewahrleisten eine gleichmaBige Verteilung der Luft im gesamten 
Fermenter. Steht zur Beluftung des Fermenters keine 
angefeuchtete Luft zur Verfugung, so kann die Luft auch 
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innerhalb des Fermenters angefeuchtet werden. Dies geschieht, 
indem wenigstens der unterste Etagenboden nicht mit, einem 
Kultursubstrat sondern mit einem wasseraufnahmef ahigen 
granulosen Material gefullt ist, das zunachst von der 
zugeftthrten Luft durchstrSmt wird, bevor diese weiter in den 
Fermenter vordringt. Dadurch wird sie angefeuchtet. Bei einem 
starken Wasserbedarf des sich entwickelnden Mikroorgani smus 
konnen mehrere solcher Etagen zur Befeuchtung der Luft in 
Abstanden im Fermenter installiert sein. Die Menge der 
einzufCihrenden Luft ist abhangig vom Sauerstoffbedarf des zu 
kultivierenden Mikroorganismus. sie kann zwischen 1 und 100 
Liter pro stunde pro Liter Kultursubstrat variieren. 

Zur Beimpfung des Kultursubstrates mit dem zu kultivierenden 
Mikroorganismus wird der Fermenter, nachdem sein Inhalt zuvor 
sterilisiert wurde, mit sterilem Wasser bis uber die oberste 
Kultursubstratschicht angestaut. Dazu ist am Fermenterboden ein 
WasserzufluB 8, dem ein Sterilfilter vorgeschaltet ist r 
angebracht. Der WasserzufluB kann jedoch auch an anderer Stelle 
des Fermenters (z.B. am Deckel) installiert sein. Nach dem 
Anstauen wird durch eine dafur vorgesehene offnung 3 im Deckel 
das Inokulum eingebracht. Derartige Offnungen 3 zur Beimpfung 
des Fermenters konnen insbesondere bei sehr vielen Etagen auch 
zwischen den einzelnen Etagenboden angebracht sein. Im ersten 
Falle erfolgt die Verteilung des Inokulums im Fermenter 
ausschliefilich beim Wiederablassen des Wassers durch eine dafur 
vorgesehene Offnung 9 im Boden des Fermenters. 

Das Inokulum (Suspension von Mikroorgani smen) durchflieBt auf 
diese Art und Weise alle Kultursubstratschichten und bleibt in 
ausreichender Menge rait dem anhaftenden Wasser in denselben 
zuruck. Bei zu vielen zu durchstromenden Schichten tritt ggf. 
abhangig von der Beschaffenheit des Kultursubstrates ein 
Verdunnungseffekt auf. Das heiBt die Mikroorgani smen werden 
durch das zu durchstrdmende Kultursubstrat abgefiltert, so daB 
ihre Konzentration im Wasser nach unten hin immer geringer 
wird. Um dies zu verhindern, kdnnen in einer weiteren Variante 
auch zwischen den Etagenboden Offnungen zum Einbringen des 
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Inokulums in den Fermenter angebracht sein. Mit ihrer Hilfe 
kann bereits wShrend des Anstauens des Fermenters nit Wasser 
Inokulum eingebracht werden, welches dann sowohl mit dera 
aufwarts als auch mit dem abwSrts gerichteten Wasserstrom 
verteilt wird. 

Das fur die Beimpfung des Fermenters zu verwendende Inokulum 
besteht aus einer hochkonzentrierten Suspension kleiner 
keimungsfahiger Einheiten (vorzugsweise aus Sporen, Konidien 
Oder bakteriellen Keimen) des zu kultivierenden 
Mikroorganismus . 

Unter Voraussetzung einer gleichmasigen und ausreichenden 
Beimpfung des Fermentergef aBes ist der Kulturverlauf 
(Kulturdauer und Produktausbeute) sowie die Qualitat des 
Kulturproduktes (z.B. Pilzsporen) weitgehend von den Parametern 
der Kulturfiihrung abhangig. Diese besteht in erster Linie in 
der Zufuhr angefeuchteter Luft und der Tempera tur f iihrung . Der 
Luftvolumenstrom ist mit der KapazitSt des Luftsteril filters 
abzustimmen. Die Temper aturfuhrung im Fermenter wird mit Hilfe 
der im Fermenter installierten Kuhlung abgesichert. Die 
Kuhlkapazitat muB so ausgelegt sein, daB samtliche 
Reaktionswarme aus dem Kultursubstrat abgefuhrt und eine 
optimale Temperatur fur die Kultur des Mikroorganismus aufrecht 
erhalten werden kann. Die erforderliche Kiihlkapazitat ist auch 
von der Schichtdicke und damit vom Volumen des Kultursubstrates 
abhSngig. Je mehr Kultursubstrat fur das Wachstum der 
Mikroorganismen zur VerfQgung stent, desto mehr Reaktionswarme 
wird erzeugt. Daher mussen beide Parameter gemeinsam optimiert 
werden, Angestrebt wird eine moglichst schnelle Entwicklung der 
Mikroorganismen sowie eine hone Produktausbeute, wobei als 
Produkt je nach Zielstellung der Fermentation, Pilzsporen, 
Bakterienzellen, Enzyme, Antibiotika, Farbstoffe und weitere 
Stoffe in Frage kommen. 



Es werden zwei AusfQhrungvarianten des erfindungsgem&Ben 
Fermenters bereitgestellt. 
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Variante 1, (Abbildung 3) 

Der Fermenter besteht aus eineia durchgangigen Zylinder Oder 
einem Prisma, die unten fest verschlossen sind. Der Zylinder 
(in der Regel ein Kreiszylinder) oder das Prisma konnen einen 
Durchmesser von 1 ra und roehr haben. Seine H6he ist durch die 
technische Handhabbarkeit sowie die Moglichkeit der 
Aufrechterhaltung optimaler Bedingungen fur den zu 
kultivierenden Mikroorganismus begrenzt. Es sind Hdhen von 2 m 
und roehr realisierbar* 

In diesen Zylinder oder das Prisma werden die Etagenbdden 4, 
befailt mit Kultursubstrat 5, von oben eingebracht. An der 
Innenseite des BehSlters befinden sich Ringe oder, im Falle, 
daB ein prisraatisches Gehause verwendet wird, anders geformte 
Vorrichtungen 11 zur Auflage der Etagenbdden. Jeder Ring oder 
anders geformte Auflagevorrichtung ist mit einer hitzstabilen 
Dichtung 10, z.B. aus Si 1 ikon, versehen, auf die die 
Etagenboden mit ihrer auBeren Kante aufgelegt werden, wodurch 
ein luft- und wasserdichter AbschluB zwischen Etagenboden und 
GefSBwandung gegeben ist. Die Ringe oder anders geformten 
Auflagevorrichtungen konnen aus dem Gehause entnommen werden. 
Die Kuhleinrichtung 6 unter dem Etagenboden, die z*B. aus einer 
Kiihlschlange aus Kupferrohr bestehen kann, wird mittels einer 
Schnellkupplung 13 mit den Leitungen 14 zum Ab- und ZufluB der 
KQhlflussigkeit, die sich auSerhalb des Fermenters befinden, 
verbunden. Jeder Etagenboden ist mit einen Rand 12 versehen, 
dessen Hone sich nach der Schichtdicke des Kultursubstrates 
richtet. Dadurch wird verhindert, dafi das Kultursubstrat in das 
Fennentergefafl fallt und diesen verunreinigt . 

Der Fermenter wird oben mit dem Deckel 1 fest verschlossen. Er 
ist als DruckgefSB ausgelegt und kann somit durch die 
Einleitung von heiBem unter Druck stehenden Dampf sterilisiert 
werden. Es ist daher nicht erf orderlich, einen Autoklaven zu 
nutzen. 



AVO 99/57239 



U 



PCT/DE99/0J27I 



Variante 2. (Abbildung 4) 

Der Permenter besteht aus mehreren Zylindern Oder Prismen rait 
jeweils einer geringen H6he (vorzugsweise ca. 7-30 cm), die 
eine kreisfSrmige, ovale, recht- oder anderseckige Grundflache 
haben kbnnen. In die einzeinen Zylinder oder Prismen ist 
jeweils ein luft- und wasserdurchlassiger Boden eingezogen, 
Unter dem Boden befindet sich die Ktihlvorrichtung und auf dem 
Boden liegt das Substrat zur Kultur der Mikroorganisraen. Die 
Zylinder oder Prismen dienen als Etagen 4 des zusammengesetzten 
Fermenters. Sie werden iibereinander angeordnet und durch 
hitzestabile Dichtungen 15, die auf den Randern liegen, 
gegeneinander abgedichtet. Die erste Etage liegt unten auf dem 
Fermenterboden auf, und die letzte Etage wird oben von dem 
Fermenterdeckel verschlossen. Der Ferraenter kann so 
vorzugsweise aus 10 oder mehr Etagen zusaramengesetzt werden. Da 
es schwierig ist, einen solchen zusammengesetzten Fermenter als 
DruckgefaB zu bauen, erfolgt die Sterilisation des Fermenters 
und des sich in ihm befindlichen Kultur substrates in einem 
Autoklaven. Die GroBe des Fermenters ist sorait in erster Linie 
vom Fassungsvermogen des zur Verftigung stehenden Autoklaven 
abhSngig. Er wird daher in den meisten Fallen auf ein Volumen 
von 500 - 1000 Litem beschrSnkt bleiben mussen. Wahrend des 
Autoklavierens ist der Fermenter noch geoffnet, das heiBt, die 
einzeinen Etagen sind leicht (ca. 5 mm) voneinander abgehoben. 
Dadurch wird eine gute Zufuhr des die Sterilisation bewirkenden 
heiBen Dampfes in den Fermenter innenraum ermoglicht. Nach dem 
Autoklavieren wird der Fermenter fest verschlossen. Um eine 
Kontamination des Fermenters mit Fremdkeimen nach dem 
Autoklavieren und vor dem VerschlieBen, also wahrend der 
Entnahme des Fermenters aus dem Autoklaven, zu verhindern, ist 
jede Etage mit einem AuBenring 16 versehen, der die Aufgabe 
hat, den zwischen den Etagen im geoffneten Zustand vorhandenen 
Spalt zu iiberlappen. 

Nach dem SchlieBen des Fermenters werden die sich unter den 
Etagenbdden befindlichen Kuhleinrichtungen 6 mittels einer 
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Kupplung 17 roit den Leitungen 14, welche zum Zu- und AbfluB.der 
KOhlflussigkeit dienen, verbunden. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsvariante besteht ein granuloses 
Kultursubstrat, an dem sich die Mikroorganismen entwickeln 
sollen, aus einer 5 - 6 cm dicken Schicht. Es werden bis zu 10 
solcher Schichten ubereinander angeordnet. Das in Schichten 
angeordnete granulose Kultursubstrat lagert jeweils auf einem 
durchbrochenen und damit luftdurchlassigen Boden, unter dem 
sich eine Kuhlschlange (gewundenes Kupferrohr) befindet, mit 
deren Hilfe die im Substrat entstehende Warme abgefuhrt werden 
kann. Die Zufuhr von steril gefilterter Luft erfolgt von unten. 
Durch den hermetischen AbschluB der Etagen zur Seite hin, ist 
die Luft gezwungen, alle Etagen (Kultursubstrat schichten) 
gleichmaBig zu durchstromen , bevor sie oben den Fermenter 
wieder verlaBt* Auf dem untersten Etagenboden befindet sich 
eine wassergesattigte Schicht, vorzugsweise SERAMIS-Granulat, 
durch die die Luft hindurchgeleitet wird, wodurch sie 
angefeuchtet wird. 



Die Sterilisation des Fermenters mit samt des bereits 
eingebrachten Kultursubstrates erfolgt vorzugsweise durch auf 
121 °C erhitzten Dampf, vorzugsweise im Autoklaven, wobei die 
einzelnen Etagen wahrend des Autoklaviervorganges leicht 
voneinander abgehoben sind, so daB der heiBe Dampf in die 
Etagen eindringen kann. 



Weitere Daten: Volumen: 500 Liter 

Menge Kultursubstrat: 250 Liter 

Luftvolumenstrom: 1500 Liter pro Stunde 

Leistung des KOhlsystems: 2,5 kw 



Im Unterschied zu bisher genutzten Typen (Swing-Solid-state- 
Fennenter oder rotierende Fermenter) , wo zur Warmeabfuhr, 
Belttftung und Wasserversorgung eine standige Umschichtung des 
Kultursubstrates vorgenomroen werden muB, ist es bei Anwendung 
des erfindungsgemaBen Verfahrens nicht mehr erforderlich, das 
Substrat zu bewegen. Die Lagerung des Kultursubstrates in 
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etagierten Schichten, welche insgesarat von einer geschlossenen 
Hulle ummantelt sind, bietet folgende Vorteile: 

1. Das Eigengewicht des Kultursubstrates fuhrt nicht zur 
Verdichtung und damit zur Herabsetzung der Luf tdurchlassigkeit 
desselben. 

2. Durch die Installation einer Kuhlvorrichtung unter den 
einzelnen Etagen kann entstehende Warme leicht abgefuhrt 
werden . 

3. Durch eine relativ geringe Etagenstarke sowie die zwischen 
den Etagen vorhandenen Raume ist eine gleichmaBige Durchluftung 
der Substratschichten gewahrleistet. 

4. Da die Durchltif tung des Substrates lediglich der 
Sauerstoffzufuhr sowie der Abfuhr entstehender Gase und nicht 
der KOhlung des Substrates dient, kann mit einem sehr geringen 
Luftvolumenstrom gearbeitet werden, der, da die Luft zudem 
angefeuchtet wird, nicht mehr zura Austrocknen des Substrates 
ftthrt. 

5. Da die Bewegung des Substrates nicht raehr erforderlich 
ist, kann eine mechanische Zerstorung von Pilzstrukturen 
(Sporentrager, Fruchtkdrper etc.) ausgeschlossen werden. 



Ausfuhrungsbeispiele 



Abbildung 1: Prinzipzeichnung des Fermenters 
Abbildung 2: Kuhleinrichtung des Fermenters rait 

Warmeleitblechen 
Abbildung 3: Ausschnitt eines Fermenters, bestehend aus einem 

durchgangigen Zylinder 
Abbildung 4: Ausschnitt eines zusammengesetzten Fermenters 

Beispiel 1 



Massenkultur von Beauveria brongniartii zum Zwecke der 
Gewinnung von Pilzkonidien 



Der zur Kultur von Beauveria brogniartii verwendete Fermenter 
hat ein Fassungsverm6gen von ca. 50 Litem. Er weist die Form 
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eines Zylinders mit einem Durchraesser von 30 cm und einer Hone 
von 70 cm auf. Die Auftenhtille des Fermenters besteht aus 
hitzestabilem Glas. In den Fenoenter wurden 8 Etagen eingebaut, 
deren Boden aus einem Edelstahlsieb rait einer Maschenweite von 
3 mm bestehen. Der Abstand der Etagenboden voneinander betrug 8 
cm. Der untere Boden wurde mit einer 6 cm starken Schicht 
SERAMIS-Granulat gefiillt. Die dartiber liegenden 7 Etagen 
enthielten geguetschte Gerstenkdrner als Kultursubstrat, Die 
Schichtdicke des Kultursubstrates betrug ca. 6 cm. Insgesamt 
wurden 30 Liter Kultursubstrat verwendet. 

Der Fermenter wurde mit Hilfe eines Autoklaven sterilisiert . 
Dazu wurde der Fermenter inha It mit Hilfe von heiBem Dampf fur 
die Dauer einer halben Stunde auf 121 'c erhitzt. Der Deckel 
des Fermenters war wShrend des Autoklaviervorganges leicht 
geoffnet, urn das Eindringen des Dampf es in den 
Fermenterinnenraum zu erraoglichen. Er wurde sofort nach dem 
Autoklavieren geschlossen. 

Zur Beimpfung wurde der Fermenter bis ttber die oberste 
Kultursubstratschicht mit sterilem Wasser gefullt. Hierzu wurde 
ein 500 cm 2 Capsule des Typs S+S-EXELON PES 20/5 HC (Schleicher 
und Schuell, Dassel) verwendet. Im AnschluB daran wurde durch 
eine dafur vorgesehene Offnung im Deckel das Inokulum 
eingebracht. Die Beimpfung des Fermenters erfolgte unter einer 
Laminar-Box. Als Inokulum wurden 100 ml einer 
Konidiensuspension mit 1 x 10* Konidien pro ml verwendet. Nach 
der Einbringung des Inokulums uber die Oberste 
Kultursubstratschicht wurde das Wasser durch ein Ventil am 
Fermenterboden abgelassen. Dadurch wurden alle 

Substratschichten gleichmaBig mit den Pilzkonidien 
kontaminiert. 



Mach der Beimpfung des Fermenters wurde dieser in einem Raum 
mit einer Temperatur von 20 *C inkubiert. Es erfolgte ein 
AnschluB an die Luftzufuhr sowie an das Kuhlsystera. Der 
Luftvolumenstrom betrug wahrend des gesamten 

Fermentationsvorganges 150 Liter pro Stunde. Als 
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Kuhlf lussigkeit wurde Wasser mit einer Vorl auf temper atur von 17 
°C verwendet. Die Steuerung der Kuhlung war so eingestellt, daB 
bei einem Uberschreiten von 22 *C im Kultursubstrat die 
Kiihlf lussigkeit durch die Kuhlschlange gepumpt wurde, bis 
wieder 20 *C erreicht waren. Auf diese Art und Weise konnte 
eine durchschnittliche Substrat tempera tur von ca. 21 *C wahrend 
der gesamten Kulturdauer aufrecht erhalten werden. 

Ziel der Kultur war eine rodglichst hohe Ausbeute an 
Pilzkonidien. Durch den Glasmantel des Fennenters konnte der 
Kulturverlauf sehr gut beobachtet werden. Nach etwa 10 Tagen 
war das gesamte Kultursubstrat von einem weiBen My2el 
uberzogen, Durch die Bildung von Konidien und Konidientragern 
veranderte dieses Myzel ab dem 13 Tage sein Erscheinungsbild. 
Es bekain eine pulverf6naige Struktur* Nach etwa 19 Tagen verlor 
der Fermenter deutlich an Stof f wechselaktivitSt • Die 
Warmeentwicklung verringerte sich, wodurch die Kuhlf requenz 
deutlich herabgesetzt wurde. Das Kultursubstrat wurde 21 Tage 
nach der Beimpfung des Fennenters entnoiranen und die Konidien 
mittels spezieller Filtrationstechnik aus dem nunmehr 
vollstandig roit Beauveria brogniartii bewachsenen 
Kultursubstrat gewonnen. 

Insgesarot konnten 3,3 x 10 i3 Konidien mit Hilfe des 
Etagenfermenters gewonnen werden. 
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1 Deckel 

2 LuftabfluB 

3 Fermenter 

4 luftdurchlassiger Etagenboden 

5 Kultursubstrat 

6 KQhleinrichtung 

7 Luftzufuhrung 

8 Wasserzufuhrung 

9 Wasserabfiihrung 

10 hitzestabile Dichtung 

11 Auflagevorrichtung fur Etagenboden 

12 Rand des Etagenbodens 

13 Schnellkupplung 

14 Kuhlflussigkeitsab- und -zuf luBleitung 

15 hitzestabile Dichtung 

16 AuBenring 

17 Kupplung 
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1 . Sol id-State-Ferraenter 
dadurch gekerinzeichnet, daB 

er einen Etagenfermenter darstellt, wobei 

mindestens zwei luft- und wasserdurchiassige Etagenboden (4) 
ubereinander angeordnet sind, die so mit der Wandung des 
GefaBes verbunden sind, daB weder Luft noch Wasser seitlich 
vorbeistrdmen kann, 

sich auf den Etagenbdden (4) ein Kultur subs t rat (5) fur die zu 
kultivierenden Mikroorganismen befindet, 

unter jedem Etagenboden (4) eine KQhleinrichtung (6) angebracht 
ist und 

der Fennenter mit einem Deckel (1) verschlossen ist. 

2. Fennenter nach Anspruch 1, 
dadurch gekerinzeichnet, daB er 

einen durchgangigen zylindrischen, ovalen, recht- Oder 
anderseckigen Behalter mit mindestens einer Offnung (3) fttr das 
Inokulura darstellt. 

3 * Fennenter nach Anspruch 1 Oder 2 , 
dadurch gekennzeichnet, daB 

von der KQhleinrichtung Bleche aus Metal 1 mit einer hohen 
WarmeleitfShigkeit durch den jeweiligen Etagenboden hindurch in 
das Kultursubstrat hineinragen. 

4. Fermenter nach einem der Ansprtiche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, daB sich 
am Beh&lter eine Wasserzufuhr (8), 

ira Boden des Fermenters eine Luftzufuhr (7) sowie ein AbfluB 
(9) fOr das Wasser befindet und 

am Deckel (1) eine Offnung zum LuftabfluB (2) vorhanden ist, 
die Etagenbdden (4), befullt mit Kultursubstrat (5), 
nacheinander eingebracht wurden, wozu in der Innenseite des 
Beh&lters Ringe oder anders geformte Vorrichtungen (11) zur 
Auflage der Etagenbdden (4) angebracht sind, die mit einer 
hitzestabilen Dichtung (10) versehen sind und die Etagenboden 
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einen Rand (12) aufweisen, dessen Hohe von der Schichtdicke des 
Kultursubstrates abhangig ist sowie 

die Ktthleinrichtungen (6) iiber eine Schnellkupplung (13) mit 
Leitungen (14) fur Ab- und ZufluB der Kuhlf liissigkeit , die sich 
auBerhalb des Fennenters befinden, verbunden sind. 

5. Fermenter nach Anspruch 4, 
dadurch gekennzeichnet , daB 

sich der WasserzufluB (8) im Boden Oder Deckel des Fermenters 
befindet. 

6. Fermenter nach einera der Anspruche 1 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet, daB 

sich eine dffnung fur das Inokulum im Deckel befindet und ggf . 
weitere Sffnungen zur Beimpfung zwischen den einzelnen 
Etagenb6den angeordnet sind. 

7. Fermenter nach einem der Anspruche l bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, daB 

der Fermenter mehrere zylindrische, ovale oder prismatische 
Behalter enthalt, die als Etagen dienen, und die ubereinander 
angeordnet sind, so daB der erste Behalter unten auf dem 
Fermenterboden aufliegt und der letzte mit dem Deckel (l) 
verschlossen ist, und die Behalter durch hitzestabile 
Dichtungen (15) gegeneinander abgedichtet und mit einem 
AuBenring (16) versehen sind, 

jeder dieser Behalter einen luft- und wasserdurchlassigen Boden 
(4) aufweist, auf dem sich das Kultursubstrat (5) und unter dem 
sich die KQhlvorrichtung (6) befindet, die mittels einer 
Kupplung (17) mit Ab- und Zuf luBleitungen (14) fur die 
Kuhlf lussigkeit, die sich auBerhalb des Fermenters befinden, 
verbunden sind. 



8. Fermenter nach einem der Anpruche 1 bis 7, 
dadurch gekennzeichnet, daB 

das Kultursubstrat porose Granulate, die mit einer NShrlosung 
versehen werden oder naturliche granulose Materialien sind. 



WO 99/57239 PCT/DE99/01271 

19 

9. Fermenter nach Anpruch 8, 
dadurch gekennzeichnet, daB 

natiirliche granuldse Materialien Getreide, Pellets aus Kleie 
Oder Abfalle aus der Zuckerproduktion sind. 

10 ► Fermenter nach einem der Anpriiche 1 bis 9, 
dadurch gekennzeichnet, daB 

sich mindestens auf dem untersten Etagenboden eine 
Befeuchtungsschicht befindet. 

11. Fermenter nach Anpruch 10, 
dadurch gekennzeichnet, daB 

die Befeuchtungsschicht ein wasserauf nahmef ahiges , granuloses 
Material mit einem extrem hohen Porenvolumen ist. 

12. Verfahren zur Solid-State-Fermentation mit einer 
Vorrichtung gemaB einem der Anspruche 1 bis 11, 

dadurch gekennzeichnet, daB 

ein Kultursubstrat, das sich auf mehreren Etagenboden im 
Fermenter befindet, gleichmaBig beimpft, vollstandig von einem 
relativ geringen Luftvo lumens trom durchstrdmt und mittels 
Kuhlsystem die optimale Temperatur far den jeweiligen 
Kulturvorgang eingestellt wird. 

13. Verfahren nach Anspruch 12, 
dadurch gekennzeichnet, daB 

die Beimpfung mit dem zu vermehrenden Mikroorganismus durch 
Anstauen des Fermenters mit Wasser, dem die Keime in 
ausreichender Menge beigegeben werden, in einer Weise erfolgt, 
daB alle Schichten sowohl beim Anstauen als auch beim AbflieBen 
gleichmaBig durchstrdmt und beimpft werden. 

14. Verfahren nach einem der Anspruche 11 bis 13, 
dadurch gekennzeichnet, daB 

die Kiihlkapazitat in Abhangigkeit des Volumens des 
Kultursubstrates so bemessen wird, daB samtliche Reaktionswarme 
aus dem Kultursubstrat abgefuhrt wird. 
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Abbildung 2 
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Abbildung 3 
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Abbildung 4 
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A. KLASStFIZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTAKDES 

IPK 6 C12M1/16 C12M1/14 



C12M1/02 



Nach der internationalen Patentklasstfikaton (IPK) oder nach dor nationaien Klassifikation und der IPK 



B- RECHERCHIERTE GEBIETE 



Rechorchienof Mindestprufslotf (Klassitikalionssystem und Klassftkatnnssymbolo ) 

IPK 6 C12M 



Recherchierte ober nicftt zum Mrndeatprulsiofl genorenda verMeniilchungea soweit diese unterdie recrwrchierton Gebwt© fallen 



Wahrend der .nternatkmalan Recherche konsullJerte etaWronische Dalonbank (Name der Oatenbank und eva. verwendgie Suchbegriffe) 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



KotegonV Beralehnung dar Verotfentlichung. soweit erfordarlich unter Angabe der in Betroctt kommendan Toile 



GB 1 156 739 A (AFICO S.A.) 
2. Juli 1969 (1969-07-02) 
Anspruche 1-20; Abbildungen 1,2 

US 3 753 582 A (GRAHAM C) 
21. August 1973 (1973-08-21) 
Anspruche; Abb il dung 1 

FR 1 474 370 A (FALSTAFF BREWING 
CORPORATION) 8. Juni 1967 (1967-06-08) 
Anspruche; Abbildungen 1,2 

-/- 



Betr. Anspnjcn Nr. 



1,2 
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Welters VoroffeniUchungen sind der ForUatzung von FeJd C zu 
entnehmen 



ID 



Siehe An hang Patenttam$d 



Besondere Kategorien won angegebenen VerdMentflchungen 
"A" Voroffenllichung, die den adgemetnan Stand der TechnUc dalinien, 

aber nicht ale beeondera badauisam anzusohen rst 
"E" auerea Dokument. das jedoch erst am Oder nach dam inlemaitonaJen 

Anmeldedatum verdffontlicht wordan ist 
"L" VeiofferrUJchung, die gaeignet tst, einen Priortatsanspruch zweSelhatt «r- 
schelnen ru lasaen. Oder durch die das Versanti Ichungsdatum einer 
anderen lm Recherchenberichl genannten Veriftemllctiung belegt warden 
soli oder die aus olrtem anderen besonderen Grund angogeben ist (wis 
ausgafOhrt) 

"O* Veioflentlichung. die sfcn aiM sine mundllche Oflenbarung, 

eine Benutzung. sine Ausstellung oder andare MaGnahmen bezfeht 
•P" Verfittentiichung, die vor dem imamationalen Anrnetdedatum, aber nach 
dem beanspruchten Priontatsdatum veroKenlllcht wordan ist 



T" Spatere VeroflentOcriung, die nach darn internationalen Anmeldedatum 
Oder dem Priori tats datum veroffenUicht worden ist und m« der 
Anmatdung nicht koDidiert, sondern nur zum Verstandnfs das der 
^^19 ngu^eltepanden Prinaipa oder der Ihr zugrundetiegenden 

"X- VeroflentHchung von besonderer 8edeutung; die beanspruchte Erflndung 
kann ailein autgiund dleser VerOflenttichung nicht a Is neu Oder aui 
orflndartscher TatigkeH beruhend botrachteT warden 

"T Verofferrttichung von besonderer Sedeuiung; ale beanspruchte Erflndung 
kann nktt als auf eritaderiscrier Tatlgkell berunend belrachtet 
warden, wenn die Verottentfichung mil elnor oder mehreren anderen 
VeroJfentlichungen dteser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung (ur einen Fachmann naheiiegend 1st 

•4* Verdflenttichung, die Mltglied dersetben Patenttamilie 1st 
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SU 170 901 A (PIGULEVSKY N. A. ET AL. ) 
27. Jull 1964 (1964-07-27) 
Abbildung 
& DATABASE WPI 

Oerwent Publications Ltd., London, GB; 
Class 6C, AN 913790 
Zusammenfassung 
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